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摘要 :采用 超声 提取 法 ,得 到 红海 槛 (Rhizophora stylosa) 叶 、 秋 茄 (Kandelia candel) ff] ZW] , 7K-3& Rz (Pongamia 


pinnata) 叶 以 及 桐 花 树 (Aegiceras corniculatum) 茎 的 95% 乙 醇 提 取 物 ， 采 用 MTS 法 检测 提取 物 对 前 列 腺 癌 


DU145、PC3 细胞 增殖 抑制 效果 。 结 果 表 明 ， 桐 花 树 茎 95% 乙 醇 提 取 物 对 DUIAS 细胞 增殖 抑制 作用 最 强 ， 


对 DUIAS 了 


F 预 24、48 和 72h 的 ICso 分 别 为 75.23, 88.81, 76.53 ug * mL 。 在 此 基础 上 , 依次 采用 石油 醚 、 


乙酸 乙 酯 、 
部 位 CEAC 
SGC-7901, 
A549) 和 3 


正 丁 醇 对 桐 花 树 茎 95% 乙 醇 提 取 物 进行 梯度 萃取 ， 得 到 不 同 极 性 部 位 后 选择 桐 花 树 茎 乙酸 乙 酯 
S) 对 19 种 肿瘤 细胞 (HT-29，SW480，DLD-1，COLO205，PC3，DU145，SKOV3-S，A2780， 
Tca-8113, MDA-MB-231, HepG2, SMMC-7721, Bel-7402, MHCC-97H, Hela, PANC-1, EJ, 
种 正常 细胞 CHUVEC, EC304, RWPE-1) 进行 MTS 实验 检测 其 抗 增殖 作用 ， 采 用 集落 形成 信 


验 进 一 步 检 测 EACS 对 细胞 HT-29、DLD-1、SW480、DU145、PC3、SKOV3-S 的 增殖 影响 。 结 果 表 明 ， 


EACS 对 16 个 肿瘤 细胞 和 3 个 正常 细胞 均 具 有 不 同 程度 的 增殖 抑制 作用 , 其 中 对 RWPE-1 的 增殖 抑制 作用 


最 强 ， 药 物 


SKOV3-S 的 集落 形成 均 具 有 抑制 作用 ， 抑 


作用 72h 后 的 IC 为 22.78 ug * mL'!'; EACS 对 细胞 HT-29、DLD-1、SW480、DU145、PC3、 
制作 用 强度 与 浓度 成 正 相 关 关 系 。 该 研究 结果 为 以 上 4 种 红 树 植 


En 


物 的 进一步 开发 利用 提供 了 科学 参考 ， 同 时 初步 确定 桐 花 树 具 有 显著 的 抗 肿瘤 活性 ， 有 望 作 为 新 的 抗 肿瘤 
药物 进一步 开发 。 
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Abstract: The 95% ethanol extracts of the leaves of Rhizophora stylosa, stems and leaves of Kandelia candel, 
leaves of Pongamia pinnata and stems of Aegiceras corniculatum were extracted by ultrasonic extraction method. 
The cytotoxicity of 9596 ethanol extracts from these 4 mangrove plants on prostate cancer cells DU145 and PC3 
was tested by MTS assay. The results showed that the anti-proliferation on prostate cancer cell DU145 of 9596 
ethanol extract of A. corniculatum stems was the strongest among the tested samples with ICs; value of 75.23, 
88.81 and 76.53 ug * mL to DU145, respectively. On this basis, the ethanol extract of A. corniculatum stems was 
successively treated with petroleum ether, ethyl acetate and n-butanol to yield 4 fractions , then the ethyl acetate 
fraction of A. corniculatum stems (EACS) was tested for anticancer activities against 19 tumor cells (HT-29, 
SW480, DLD-1, COLO205, PC3, DU145, SKOV3-S, A2780, SGC-7901, Tca-8113, MDA-MB-231, HepG2, 
SMMC-7721, Bel-7402, MHCC-97H, Hela, PANC-1, EJ, A549) and antiproliferative effects of 3 normal cells 
(HUVEC, EC304, RWPE-1) by MTS assay, the effect of EACS on proliferation of HT-29, DLD-1, SW480, 
DUI145, PC3 and SKOV3-S cells was detected by the colony formation assay. The results showed that EACS 
exhibited different degrees of inhibitory effect on proliferation of 16 tumor cells and 3 normal cells, and had the 
stronger inhibitory effect on the proliferation of RWPE-1 with ICs, value of 22.78 ug * mL” after 72 hours of drug 
treatment . EACS inhibited the colony formation of HT-29, DLD-1, SW480, DU145, PC3 and SKOV3-S cells in a 
dose-dependent manner. The results provided a scientific reference for the further development and utilization of 
the above 4 mangrove plants. At the same time, it was initially determined that A. corniculatum has significant 


anti-tumor activity and is expected to be further developed as a new anti-tumor drug. 
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肿瘤 是 目前 世界 上 发 病 率 及 致死 率 高 的 疾病 之 一 。2012 年 全 球 范 围 内 肿瘤 的 新 增 病例 
约 有 1 410 万 ， 死 亡 病例 有 820 万 ; 欠 发 展 国 家 的 新 增 病 例 占 据 了 57%， 和 死亡 病例 占据 了 
65% (Torre et al, 2015) 。 中 国 2015 年 的 癌症 新 发 病例 达 429 万 ， 死 亡 病例 281 73 (Chen et 
al, 2016) ; 中 国 癌症 发 病 占 全 球 癌症 发 病 的 21.8%， 癌 症 死亡 占 全 球 的 26.9%， 发 病 率 处 于 
世界 癌症 平均 发 病 水 平 , 但 死亡 紊 相对 较 高 (高 婷 等 ，2016) 。 目 前 临床 上 治疗 肿瘤 的 药物 
种 类 及 数量 较 多 , 但 多 数 药 物 均 具有 恶心 、 呕 吐 等 的 毒 副 作用 而 限制 了 其 使 用 范围 ， 因此 和 寻 
找 有 效 低 毒 的 新 型 抗 肿瘤 药物 是 极为 迫切 的 。 

药物 的 传统 来 源 是 陆 生 植物 或 者 微生物 的 天 然 产物 , 尤其 是 次 生 代谢 产物 , 诸如 阿 司 匹 
林 、 青 霉 素 、 吗 啡 的 发 现 。 在 肿瘤 领域 的 临床 用 药 至 少 60% 是 天 然 药物 来 源 (Das et al, 2015), 
如 多 柔 比 星 、 紫 杉 醇 。 相 对 陆 生 植 物资 源 的 药 用 研究 ,海洋 生态 系统 相当 于 药 用 研究 领域 的 
新 大 陆 , 且 与 陆地 生态 系统 的 显著 差异 , 有望 从 丰富 的 资源 中 分 离 出 化 学 结构 多 样 的 活性 成 
分 (Molinski et al, 2009) 。 红 树 植物 生长 于 热带 和 亚热带 沿海 潮 间 带 (Mercer & Hamilton, 
1984) ， 是 海洋 生态 系统 的 重要 组 成 部 分 。 高 盐 、 高 温 、 潮 湿 、 强 风 等 的 潮 间 带 环境 ， 迫 使 
红 树 植物 通过 合成 新 颖 的 次 代谢 产物 来 保护 自身 (Scholander et al, 1962; Zhang et al, 2007)。 
环境 的 特殊 性 使 得 红 树 植物 相对 于 其 他 陆 生 植 物 更 易于 产生 一 些 结构 新 闫 的 生物 活性 成 分 ， 
从 中 找到 新 药 先导 化 合 物 的 可 能 性 极 大 。 此 外 , 红 树 植物 在 传统 医学 中 应 用 广泛 ， 可 用 于 治 
疗 肿瘤 、 糖 尿 病 、 麻 风 病 、 眼 病 、 肝 炎 等 众多 病症 CBandaranayake, 1998) 。 基 于 生理 特异 
性 和 传统 医学 应 用 ， 红 树 植物 是 值得 应 用 现代 医药 研究 技术 进行 深入 研究 的 。 
现代 研究 表明 (Bandaranayake, 2002; Patra & Thatoi, 2011; 杨 维 等 , 2011) ， 红 树 植物 
主要 含有 的 化 合 物 : 脂肪 族 醇 、 氮 基 酸 、 多 不 饱和 脂肪 酸 、 熙 类 、 黄 酮 类 、 生 物 碱 类 、 配 类 、 
木 脂 素 类 、 省 醇 类 、 黑 质 、 杂 环 化 合 物 等 ,并 具有 抗 肿瘤 、 抗 病毒 、 抗 菌 、 抗 高 血压 、 抗 炎 、 
抗 氧 化 、 虫 鱼 毒 性 等 的 生物 活性 。 近 年 来 ， 红 树 植物 的 抗 肿瘤 研究 证 明 其 具有 广泛 的 抗 肿瘤 


活性 ， 并 从 中 分 离 出 众多 具有 抗 肿瘤 活性 的 成 分 (Das etal, 2015) ， 如 桐 花 树 果 甲 醇 提 取 物 
对 VERO、NIH3T3、AGS、HT-29、MCF-7、MDA-MB-231 具有 较 强 的 细胞 毒性 ，ICso 在 
0.000 5-0.998 mg。mL :之 间 CAkteretal, 2014) ， 并 有 学 者 从 桐 花 树 中 分 离 出 具有 抗 肿瘤 
活性 的 aegicoroside A, sakurasosaponin, sakurasos-aponin methyl ester (Vinh et al, 2017) 、 
5- 氧 - 乙 基 信 简 子 醒 、 S-RCTP E Hf TEL RIRES, 2008) 和 Embelin KRYTE (Thota 
et al, 2016; ZE8j, 20100 . XH "E MK WR Bi(Xylocarpus granatum) 中 分 离 出 具有 抗 肿瘤 
活性 的 Xylogranatin A, Xylogranatin B, Xylogranatin C, Xylogranatin D (Yin et al, 2006) 
等 。 但 根据 文献 报道 ， 目 前 对 于 桐 花 树 抗 肿瘤 作用 的 系统 研究 偏 少 ， 对 其 抗 肿瘤 作用 的 机 理 
及 活性 成 分 研究 仍 有 待 深入 。 


总 的 来 说 , 红 树 植物 仍 是 一 类 资源 丰富 但 药物 开发 研究 相对 较 少 的 物种 (Kathiresan et al., 


2006; Harshad, 2016) ， 应 当 在 现 有 的 研究 基础 上 开展 更 深入 的 研究 ， 以 期 从 中 分 离 出 更 多 
有 具有 生物 活性 的 天 然 化 合 物 及 开发 出 优 于 当前 临床 治疗 肿瘤 的 药物 。 本 研究 对 广西 沿海 的 4 
种 红 树 植物 进行 细胞 毒性 检测 来 评价 它们 对 前 列 腺 癌 细 胞 DU145、PC3 的 增殖 抑制 作用 ， 
并 进一步 选择 作用 较 强 的 桐 花 树 进行 体外 抗 肿瘤 活性 评价 。 


1. 材料 与 方法 


1.1 材料 、 试 剂 、 耗 材 与 仪器 


4 种 红 树 植物 ， 红海 榄 (109°40'03.3"E , 21?3211.8"ND 、 水 黄 皮 (109939'584"E , 
21°32'04.9"N) 、 秋 新 (109?40'05.2"E , 21?32'14.3"ND 于 2016 年 7 月 采 自 广西 北海 市 合浦 
县 山口 国家 级 红 树 林 生 态 自然 保护 区 ， 桐 花 树 (108°03'49.7"E , 21?32'06.7"ND 于 2016 年 
7 月 采 自 广西 防城港 市 北仑 河口 红 树 林 保 护 区 。 由 广西 中 医药 大 学 的 韦 松 基教 授 分 别 鉴定 为 
红海 柳 (Rhizophora stylosa) 的 成 熟 叶 及 嫩 叶 、 水 黄 皮 (Pongamia pinnata) 的 成 熟 叶 及 嫩 叶 、 秋 
Ji (Kandelia p (成 熟 叶 及 嫩 叶 ) 、 桐 花 树 (Aegiceras corniculatum t=, FÈ 
标本 保存 于 广西 中 医药 大 学 中 药 药 效 研究 重点 研究 室 。 
细胞 系 : 人 结 直肠 癌 细 胞 HT-29, SW480, DLD-1, COLO205; 人 前 列 腺 癌 细 胞 PC3， 
DU145; 人 卵巢 癌 细 胞 SKOV3-S，A2780; 人 胃癌 细胞 SGC-7901; 人 舌 癌 细胞 Tca-8113; 
人 乳腺 癌 细 胞 MDA-MB-231; 人 肝癌 细胞 HepG2, SMMC-7721, Bel-7402, MHCC-97H; 人 
宫颈 癌 细 胞 Hela; 人 胰腺 癌 细 胞 PANC-1; 人 膀胱 癌 细 胞 EJ; 人 非 小 细胞 肺癌 细胞 A549; 
人 脐 静 脉 内 皮 细 胞 HUVEC; 人 血管 内 皮 细 胞 EC304; 人 正常 前 列 腺 上 皮 细 胞 RWPE-1。 

试剂 : 95% 乙 醇 〈 批 号 : 2016070601. ] Z: 成 都 科 龙 化 工 试剂 三 )、 乙 酸 乙 酯 (批号 : 
2016090601， 厂 家 : 成 都 科 龙 化 工 试剂 三) ~ ETE Cit: 2016092201, X: 成 都 科 龙 
化 工 试剂 厂 )、 石 油 配 (批号 : 2016060101， 厂 家: 成 都 科 龙 化 工 试剂 厂 )、 水 溶性 甲 腊 盐 
MTS (iib: 219904， 厂 家 : Promega) 、 培 养 基 RPMI 1640 (t: 350006026， 厂 X: 
WISENT) 、DMEM (批号 : 20170315, J Z: 江苏 凯 基 ) ~ L15 (批号; 161109， 厂 家 : 
江苏 凯 基 ) 、 McCoY'”s 5A (批号 : 20170407, 厂家 : 江苏 凯 基 ) 、 MEM (批号 : 161227, 
厂家 : 江苏 凯 基 ) . FI2K (批号 : 319085020， 厂 家 : WISENT) 、 胎 牛 血 清 FBS (批号 : 
1739463， 上 三 家: Gibco) 、 青 霉 素 / 链 霉 素 双 抗 溶液 〈 批 号 : 1864844，Gibco) 、 胰 酶 0.25% 
Trypsin-EDTA 〈 批 号 : 1859509， 厂 家 : Gibco) 、 平 衡 盐 溶液 D-PBS (jit: 311425016, 
J| X: WISENT) ,DMSO (ib: 1029B033, J X: Solarbio) 。 

耗材 : 96 孔 板 (批号 : 3599, 厂家 : Corning),5 mL 移 液 管 (批号 : 4487, 厂家 : Corning ) ,10 
mL 移 液 管 〈 批 号 : 4488. 厂家 : Corning) ,15 mL 离心 管 (批号 : 430791, 厂家 : Corning? ,50 
mL 离心 管 〈 批 号 : 430829， 厂 家 : Corning) 。 


仪器 : 显微镜 CH. ECLIPSE TS100-F, 厂家 : Nikon) ， 生 物 安全 柜 (型 号 : 1389, 
厂家 : Thermo) ， 酶 标 仪 〈 型 号 ;Multiskan， 广 家 : Thermo) ， 扫 描 仪 (型 号 ; 9000F， 厂 
家 Canon) 。 


1.2 方法 
1.2.1 细胞 培养 


细胞 分 别 接种 在 含有 10% 胎 牛 血清 、100U . mc 的 青霉素 、100 hg * mL! 链 霉 素 的 相应 
培养 基 中 , F37 C, 5% CO; 恒温 孵 箱 中 培养 。 不 完全 培养 基 及 相应 的 细胞 系 依 次 为 : RPMI 
1640 (PC3, DU145, Bel-7402, DLD-1, EJ, SGC-7901, SMMC-7721, Tca-8113, COLO205, 
EC304), DMEM (A2780, PANC-1, HUVEC, MHCC-97H). L15 (MDA-MB-231, SW480). 
McCoY's 5A (HT-29, SKOV3-S), MEM (HepG2, Hela), Keratinocyte-SFM (RWPE) 和 F12K 
(A549). 


1.2.2 样品 的 制备 


将 红 树 植物 晒 千 ， 分 拣 苓 、 叶 ， 粉 碎 后 分 别 用 95% 乙 醉 超声 提取 1h， 滤 过 后 使 用 冷冻 
真空 旋转 燕 发 仪 回收 乙醇 (温度 低 于 60 C), WEEER, 60 水 浴 干 燥 即 得 95967, 
醇 提 取 物 。 


桐 花 树 茎 的 95% 乙 醇 提 取 液 在 浓缩 至 无 醇 味 后 ， 依 次 进行 石油 配 、 乙 酸 乙 酯 、 正 丁 醇 
的 禁 取 ， 茜 取 物 浓缩 干燥 得 桐 花 树 茎 不 同 极 性 部 位 。 


取 以 上 的 95% 乙 醇 提 取 物 和 桐 花 树 茎 乙酸 乙 酯 部 位 (EACS ) 进行 肿瘤 细胞 的 细胞 毒性 
Wit. HERET DMSO 中 ， 配 成 100 mg . mL 的 储备 液 ， 提 取 物 不 易 溶 解 时 ， 置 于 
超声 仪 超声 溶解 ， 并 用 0.22 um 过 滤 得 过滤 后 分 装 于 EP 管 ， 保 存 于 -20 C. 


1.2.3 体外 肿瘤 细胞 增殖 抑制 实验 (MTS 法 ) 


将 对 数 生 长 期 的 细胞 种 植 在 96 孔 板 中 ,每 孔 2 000 个 细胞 ,每 组 设置 3 个 复 孔 ， 置 于 
37 C, 5% CO, 恒温 旷 箱 中 过 夜 贴 壁 后 给 药 。95 驳 乙醇 提取 物 给 药 梯度 各 不 同 ，EACS 设 5 
个 给 药 梯度 组 〈50.0，75.0，100.0，150.0，200 hg .mL ， 每 组 给 药 组 分 别 设置 相应 的 药 
物 颜色 扣除 孔 ， 以 及 培养 液 对 照 组 、DMSO 对 照 组 ， 设 置 3 块 板 ， 分 别 进行 24、48、72 h 
的 检测 。 给 药 后 置 于 37 C, 596 CO; 恒温 孵 箱 中 进行 常规 培养 。 


分 别 在 培养 24、48、72 h 后 ， 每 孔 加 入 20 uL 完全 融化 后 的 Cell Titer 96 Aqueous One 
Solution Reagent, 然后 将 细胞 放 回 培养 箱 中 继续 培养 2h， 于 酶 标 仪 上 在 490 nm 波光 处 处 读 
取 吸 光度 值 。 细胞 活力 (%) = 药物 干预 组 /对 照 组 x100% 。 用 GraphPad 5 线性 图 ， 并 用 SPSS 
21 检验 统计 分 析 ， 计 算 ICso。 


1.2.4 集落 形成 实验 


将 以 每 个 孔 400 个 细胞 的 密度 均匀 地 铺 于 6 孔 板 中 , 24 h 之 后 给 予 药物 EACS (12.5, 25 
ug: mL 干预 ， 并 设置 对 照 组 。4 天 后 换 一 次 液 ， 新 的 液体 分 别 为 完全 培养 基 、 相 同 浓度 
的 药物 组 ，8 天 后 终止 克隆 形成 。 将 6 孔 板 从 培养 箱 中 取出 并 吸 走 液体 ， 用 D-PBS Ri 
清洗 两 遍 后 用 4% 的 多 聚 甲醛 国定 20 min, 吸 走 4% 多 聚 甲醛 后 用 结晶 紫 染 色 液 染色 18 mino 
吸 走 结晶 紫 并 用 D-PBS 清洗 干净 ， 将 6 孔 板 用 扫描 仪 扫描 。 克 隆 形成 率 = 克 隆 形成 数 /种 板 
细胞 数 x100% 。 


H 


1 天 HHI 
IL ERAI. 


2. 结 果 


2.1 4 种 广西 沿海 红 树 植物 对 人 前 列 腺 癌 细 胞 DU145、PC3 的 抑制 作用 


胞 增殖 实验 表明 ， 除 了 红海 槛 ， 秋 茹 、 桐 花 树 、 水 黄 皮 的 95% 乙 醇 提取 物 对 人 前 列 
Wie DU145、PC3 增殖 均 表 现 出 一 定 的 抑制 作用 , 且 抑制 作用 随 着 药物 浓度 的 增加 而 增强 ， 
时 量 效 关 系 。 秋 前 茎 95% 乙 醇 提 取 物 对 DU145、PC3 细胞 增殖 抑制 效果 在 作用 了 72h 时 最 
强 ，ICso 分 别 为 81.48，97.77 ug * mL; 秋 茄 叶 95% 乙 醇 提 取 物 抑制 DU145、PC3 细胞 的 
增殖 也 是 在 72 h 时 最 强 ，ICso 分别 为 93.21，59.75 ug e mL. WERE 95% 乙 醇 提取 物 对 
DU145 细胞 增殖 抑制 作用 在 24 h 时 最 强 ，ICso 为 75.23 ug * mL; 而 对 PC3 细胞 增殖 抑制 
作用 则 是 在 48 h 时 最 强 ，ICso 为 97.13 hg“。mL-。 水 黄 皮 叶 95% 乙 醇 提 取 物 对 DU145、PC3 
细胞 增殖 抑制 作用 均 在 72 h 时 最 强 ，ICso 分 别 为 170.57，184.82 ug * mL'. 


在 药物 干预 了 48、72 h 时 , 均 是 桐 花 树 茎 95 多 乙醇 提取 物 对 DUI45 细胞 增殖 抑制 作用 
的 IC; 最 小 ， 表 明 其 对 DU145 细胞 增殖 抑制 作用 最 强 。 


Mw 


201809.00102v1 


chinaXiv 


细胞 活力 Cell viability (96) 


细胞 活力 Cell viability (96) 


活力 Cell viability (%) 


E 


细胞 活力 Cell viability (%) 


细胞 活力 ”Cell viability (96) 


1004 


50- 


DUI145 


—— 24h 
-a> Ah 
= 


100-1 


0 


T T T T * 
46.88 62.50 93,75 125.00 187.50 250.00 
TK EE Concentration (ug: mL”) 


DUI45 


100-1 


T T T T T T 
46.88 62.50 93.75 125.00 187.50 250.00 
浓度 Concentration (ug: mL”) 


DUI45 


—— 24h 
— 48h 
= Jh 


NJ 


100-1 


T T T T T 
46.88 62.50 93.75 125.00 187.50 250.00 
浓度 Concentration (ug: mL”) 


DUI45 


100-1 


T T T T T T 
46.88 62.50 93.75 125.00 187.50 250.00 
浓度 Concentration (ug: mL ) 


DUI45 


T 
5 10 20 40 80 160 
浓度 Concentration (ug: mL”) 


细胞 活力 Cell viability (v6) 细胞 活力 Cell viability (%) 细胞 活力 Cell viability (%) 细胞 活力 Cell viability (%) 


ZE Cell viability (%) 


100-4 


504 


ChinaXiv& fERBTIJ 


—— 24h 


1004 


T T T T T T 
46.88 62.50 93.75 125.00 187.50 250.00 
浓度 Concentration (ug: mL”) 


—— 24h 
—— 48h 
—— 72h 


/ 


100 


504 


T T T T T T 
46.88 62.50 293.75 125.00 187.50 250.00 
浓度 Concentration (ng mL”) 


PC3 


= 24h 
—-— 48h 
—— 72h 


1004 


100-4 


50- 


T T T T T 
46.88 62.50 93.75 125.00 187.50 250.00 
浓度 Concentration (ug: mL”) 


PC3 
H 
ce 24h 
—— 48h 
E gn ed 7h 


e 


T T T T T T 
46.88 62.50 93.75 125.00 187.50 250.00 
浓度 Concentration (ug: mL”) 


5 10 20 40 80 160 
浓度 Concentration (ug: mL”) 


ik: 数值 是 一 式 三 份 的 平均 值 ， 以 误差 线 表示 标准 偏差 。 下 同 。A, B. WERNE 95% 乙醇 提取 物 ; C, D. 秋 
WME 95% 乙 醇 提取 物 ; E, F. fon] 95% 乙醇 提取 物 ; G, H. 红海 槛 叶 95 色 乙醇 提取 物 ; LJ. 水 黄 皮 叶 95% 


乙醇 提取 物 。 


Note: Data were the average of triplicates, error bars represented SD. The same below. A, B. 95% EtOH extract of 
Aegiceras corniculatum (stems); C, D. 9596 EtOH extract of Kandelia candel (stems); E, F. 95% EtOH extract of 
Kandelia candel (leaves); G, H. 9596 EtOH extract of Rhizophora stylosa (leaves); I, J. 95% EtOH extract of 


Pongamia pinnata (leaves). 


图 1 4 种 红 树 植物 95% 乙 醇 提 取 物 对 前 列 腺 癌 细 胞 DU145 和 PC3 的 增殖 抑制 作用 


Fig.1 Inhibition of 95% ethanol extracts of 4 mangrove plants on proliferation of DU145 and PC3 


cells (xXs, n-3) 


A1 4 种 红 树 植物 95% 乙醇 提取 物 作 用 于 DUIAS 和 了 PC3 细胞 的 ICso 


Table 1 ICs, values of 95% ethanol extracts of 4mangrove plants against DU145 and PC3 


干预 时 间 
红 树 植物 组 织 DU145 PC3 
Intervention time 
Mangrove plant Tissue (ug: mL)  (ug* mL) 
(h) 
24 75.23 140.75 
桐 花 树 
至 
Aegiceras 48 88.81 97.13 
. Stem 
corniculatum 72 7653 126.77 
24 -— 240.98 
ES 
48 178.44 139.54 
Stem 
Tt 72 81.48 97.71 
Kandelia candel 24 118.37 120.01 
"m 
48 116.04 88.65 
Leaf 
72 93.21 59.75 
红海 槛 24 ] 966.89 839.60 
"m 
Rhizophora 48 v 1 016.89 
Leaf 
stylosa 72 E I 
水 黄 皮 叶 48 745.91 219.37 
Pongamia pinnata Leaf 72 170.57 184.82 


H 


HE: 一 表示 无 明显 细胞 毒性 。 


Eea 


Note: 一 indicate no obvious cytotoxicity. 


2.2EACS 对 19 种 人 肿瘤 细胞 和 3 种 人 正常 细胞 的 抑制 作用 


EACS 对 19 种 人 肿瘤 细胞 和 3 种 人 正常 细胞 中 的 细胞 增殖 实验 结果 表明 ，EACS 在 药 
液 浓度 50 ~ 200 ug * mL” 的 范围 内 对 人 肝癌 细胞 MHCC-97H . SMMC-7721 和 人 非 小 细胞 肺 
癌 细 胞 A549 无 明显 细胞 毒性 ， 而 对 其 他 16 种 肿瘤 细胞 和 3 个 正常 细胞 均 具 有 不 同 程度 的 
增殖 抑制 效果 ， 抑 制作 用 随 着 浓度 的 增加 而 增强 ， 呈 量 效 关系 。 结 果 见 图 2 和 表 2。 


以 药物 作用 48 I 72 h HI ICs 为 参照 ,在 16 个 肿瘤 细胞 中 ,EACS 对 结 直肠 癌 COLO205 
细胞 增殖 抑制 作用 最 强 , ICso 4) 599073 83.51. 117.03 ug * mL''; 其 次 是 结 直肠 癌 DLD-1 细胞 ， 
细胞 增殖 抑制 作用 的 IC;o 分 别 为 142.45、146.28 ug * mL''. EACS 对 3 个 正常 细胞 的 增殖 也 
具有 抑制 作用 ， 对 HUVEC, EC304, RWPE-1 细胞 增殖 抑制 作用 依次 增强 ;在 EACS 干预 
48、72h 时 ，RWPE-1 细胞 增殖 抑制 作用 的 ICso 分 别 为 87.64. 22.78 ug * mL''. EHETI JIL, 
EACS 对 细胞 增殖 抑制 作用 不 具有 选择 特异 性 ， 不 能 区 分 肿瘤 细胞 与 正常 细胞 。 若 进一步 对 
EACS 进行 分 离 ， 得 到 的 细胞 增殖 抑制 作用 活性 成 分 ， 可 考虑 化 学 结构 修饰 ， 以 期 从 中 得 至 
具有 选择 特异 性 的 抗 肿瘤 活性 成 分 。 


EACS 干预 DU145 细胞 ,在 24.48 和 72 h 时 ,细胞 增殖 抑制 作用 的 ICso 分 别 是 144.36、 
166.02 和 158.64 ug:mL''; EACS 干预 PC3 细胞 ,在 24、48 和 72 h 时 ， 抑 制 增殖 的 ICso 分 
别 是 357.51.219.81 和 203.81 ug: mL! .以 上 6 个 值 均 比 桐 花 树 茎 95% 乙醇 提取 物 对 DU145、 
PC3 细胞 增殖 抑制 作用 的 ICso Ko 说 明 桐 花 树 茎 9590 乙醇 提 取 物 的 对 前 列 腺 癌 DU145、PC3 
细胞 增殖 抑制 作用 的 活性 成 分 不 富 集 在 EACS 上 ， 而 在 石油 蔡 取 物 或 者 正 丁 醇 茜 取 物 中 。 


ALL 
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细胞 活力 Cell viability (76) 细胞 活力 “Cell viability (V6) 细胞 活力 “Cell viability (%) 


细胞 活力 Coll viability (%) 
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细胞 活力 Cell viability (%) 细胞 活力 Cell viability (% 


细胞 活力 Cell viability (%) 


细胞 活力 Cell viability (%) 


Fig.2 Inhibitions of EACS on proliferation of 19 human tumor cells and 3 normal cells (Xx+s, n=3) 
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2 EACS 对 19 种 肿瘤 细胞 和 3 种 人 正常 细胞 的 增殖 抑制 作 月 
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表 2 EACS 作 


F 19 种 人 肿瘤 细胞 和 3 种 人 了 


E 常 细胞 的 IC so 


Table 2 ICso values of EACS against 19 human tumor cells and 3 normal cells 


桐 花 树 茎 乙酸 乙 酯 部 位 CEACS) 


Aegiceras corniculatum stems ethyl acetate fraction 


细胞 类 型 细胞 系 24h 48h 72h 
Cell type Cell line (ug* mL (gmL!)  (ug* mL) 
COLO205 111.80 83.51 117.03 
人 结 直 肠 癌 细 胞 DLD-1 120.65 142.45 146.28 
Human colorectal cancer cell HT-29 — 271.99 353.00 
SWA80 243.45 186.91 297.46 
人 前 列 腺 癌 细 胞 DU145 144.36 166.02 158.64 
Human prostate cancer cell PC3 357.51 219.81 203.81 
WIESE A2780 = 243.66 420.15 
Human ovarian cancer cell SKOV3-S 818.50 515.70 -— 
人 乳腺 癌 细 胞 
MDA-MB-231 110.82 = 241.98 
Human breast cancer cell 
Bel-7402 201.59 = = 
人 肝癌 细胞 HepG2 482.29 346.28 211.12 
Human liver cancer cell MHCC-97H EE 一 
SMMC-7721 E mE = 
人 胃癌 细胞 
SGC-7901 145.66 241.14 381.83 
Human gastric cancer cell 
人 笑 癌 细胞 
Tca-8113 244.14 193.44 257.99 
Human tongue cancer cell 
人 宫颈 癌 细 胞 
Hela 159.77 205.96 169.49 
Human cervical cancer cell 
人 胰腺 癌 细 胞 
PANC-1 378.41 = E 


Human pancreatic cancer cell 
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人 膀胱 癌 细 胞 
EJ 
Human bladder cancer cell 
人 肺癌 细胞 
A549 
Human lung cancer cell 
人 血管 内 皮 细 胞 
EC304 
Human vascular endothelial cell 
人 脐 静脉 内 皮 细 胞 
HUVEC 
Human umbilical vein endothelial cell 
人 正常 前 列 腺 上 皮 细 胞 
RWPE-1 


Normal human prostate epithelial cell 


231.33 


129.09 


170.63 
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175.72 171.95 
124.52 151.50 
126.49 161.95 
87.64 22.78 


ik: 一 表示 无 明显 细胞 毒性 。 


Note: 一 indicate no obvious cytotoxicity. 


2.3 EACS 对 HT-29、DLD-1、SW480、DU145、PC3 细胞 集落 形成 的 影响 


EACS 对 人 结肠 癌 细 胞 HT-29、DLD-1、SW480 的 集落 形成 干预 效果 见 图 3， 对 人 前 列 
腺 癌 细 胞 DU145、PC3 及 人 卵巢 癌 细 胞 SKOV3-S 的 集落 形成 干预 效果 见 图 4。 

通过 克隆 形成 实验 , 进一步 证 实 了 EACS 对 细胞 HT-29. DLD-1. SW480. DU145, PC3, 
SKOV3-S 的 增殖 抑制 作用 。 如 图 3、4 PR, EACS 对 这 6 种 细胞 的 克隆 形成 的 抑制 作用 强 
度 与 浓度 成 正 相 关 关 系 ， 药 物 浓 度 越 高 ， 抑 制作 用 越 强 。 在 与 对 照 组 比较 的 情况 下 ，EACS 
对 SW480 的 克隆 形成 无 明显 的 抑制 效果 ,而 对 其 他 的 5 种 细胞 的 克隆 形成 的 抑制 效果 较 强 ， 


均 具有 统计 学 意义 。 


在 12.5 ug * mL- 的 EACS 干预 下 ，DU145 细胞 克隆 形成 数 与 空白 对 照 组 比较 ， 差 异 具 


有 极 显 著 意义 (P< 0.01) ; 而 DLD-1、PC3、SKOV3-S 细胞 克隆 形成 数 与 对 照 组 比较 ， 差 
异 在 浓度 为 25.0 hg。mL- 时 才 具 有 极 显著 意义 (P. < 0.01) 。 在 25.0 hg * mL? EACS 干预 
下 ，HT-29 细胞 克隆 形成 数 与 对 照 组 比较 ， 差 异 具 有 显著 意义 (P< 0.05) 。 


集落 形成 数 


Colony number 


Control 


12.5 ugmL! 25.0 ug'mL! 
EACS 


EACS 
EE Control 
z ES Dsum 
Bl 550,5 mL" 
DLD-1 SW480 
MRR Cell line 
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注 : * 表示 P<0.05，** 表示 P<0.01。 下 同 。 


Note: * means P < 0.05, ** means P « 0.01. The same below. 


图 3 EACS 对 人 结肠 癌 细 胞 HT-29、DLD-1、SW480 集落 形成 的 影响 


Fig.3 Effects of EACS on colony-forming of HT-29, DLD-1 and SW480 cells 
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图 4 EACS 对 人 前 列 腺 癌 细 胞 DU145、PC3 及 人 卵巢 癌 细 胞 SKOV3-S 的 集落 形成 的 影响 


Fig.4 Effects of EACS on colony-forming of DU145, PC3 and SKOV3-S cells 
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恶性 肿瘤 是 目前 世界 上 仅 次 于 心血 管 疾病 的 第 三 大 致死 疾病 ,尽管 现在 有 许多 可 应 用 于 
治疗 恶性 肿瘤 的 药物 , 但 是 这 些 药物 往往 会 产生 副作用 。 红 树 植物 历来 被 人 们 用 来 治疗 各 种 
疾病 ， 其 中 就 包括 治疗 肿瘤 。 红 树林 植物 生长 于 陆地 与 海洋 的 交界 处 , 环境 的 特殊 性 使 得 红 
树 植物 易于 产生 新 颖 的 次 代谢 产物 。 目 前 为 止 ， 研 究 者 发 现 多 种 红 树 植物 具有 抗 肿瘤 作用 ， 
并 从 中 分 离 出 了 多 种 具有 抗 肿瘤 活性 的 化 学 成 分 〈 韦 林 考 等 , 2018) 。 

红 树 植物 的 提取 物 或 者 从 中 分 离 出 来 的 活性 成 分 , 它们 的 抗 肿瘤 机 理 各 不 相同 , 主要 有 
阻 澡 细 胞 周期 、 诱 导 细 胞 凋 亡 、 抑 制 细胞 转移 和 侵袭 、 抑 制 肿瘤 血管 生成 等 。 桐 花 树 中 分 离 
出 的 抗 肿瘤 活性 成 分 5$- 氧 - 乙 基 信 简 子 配 和 5- 氧 - 甲 基 信 简 子 柄 阻 断 肿瘤 细胞 周期 在 G0/G1 
期 ， 并 诱导 肿瘤 细胞 凋 亡 来 抗 肿瘤 〈 徐 岷 涓 等 ，2008) ; 红海 槛 中 分 离 出 的 环 木 菠萝 苷 可 激 
活 肿瘤 细胞 的 Caspase-3 和 Capase7， 从 而 诱导 细胞 凋 亡 (Huong et al., 2014) ; 从 白骨 壤 中 
分 离 出 来 的 naphtho[1,2-b]sdfghijufuran-4,5-dione 通过 PI3K/Akt 信和 号 通路 抑制 MDA-MB-231 
细胞 的 转移 和 侵袭 (Hsieh et al., 2013) ; 小 花 老 鼠 箭 的 提取 物 可 抑制 VEGF 的 表达 ， 从 而 
抑制 肿瘤 血管 生成 (Mahasiripanth et aL, 2012) 。 通 过 文献 检索 发 现 ， 多 种 红 树 植物 具有 抗 
肿瘤 活性 ， 并 且 机 理 多 种 多 样 。 此 外 ， 红 树 植物 的 抗 肿 瘤 活 性 具有 一 定 肿瘤 选择 性 ， 如 红海 
榄 叶 中 提取 出 来 的 环 木 菠 葛 苷 对 扁平 上 皮 癌 KB 细胞 、 肺 腺 癌 LU-L 细胞 .黑色 素 瘤 SK-Mel-2 
细胞 均 具 有 显著 的 细胞 毒性 作用 (Huong et al., 2014) ， 但 在 本 研究 中 ， 红 海 槛 叶 95% 乙醇 
提取 物 对 前 列 腺 癌 DU145、PC3 细胞 无 明显 细胞 毒性 。 同 一 种 红 树 植物 对 不 同 肿瘤 细胞 增 
殖 抑制 作用 不 同 , 提示 对 同一 红 树 植物 提取 物 或 者 从 中 分 离 出 来 的 抗 肿瘤 活性 成 分 进行 扩大 
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肿瘤 细胞 系 筛选 是 很 有 必要 的 。 同 时 , 要 对 筛选 出 的 抗 肿瘤 活性 成 分 进行 进一步 的 抗 肿瘤 机 
理 研究 。 
本 研究 中 ， 通 过 对 红海 榄 、 秋 茄 、 水 黄 皮 、 桐 花 树 不 同 部 位 的 95 多 乙醇 提取 物 抗 肿瘤 活 
性 的 筛选 ， 发 现 桐 花 树 茎 95% 乙 醇 提 取 物 对 DU145 细胞 增殖 抑制 作用 最 强 。 红 海 槛 时 9596 
乙醇 提取 物 对 前 列 腺 癌 DU145、PC3 细胞 增殖 抑制 作用 的 ICs 大 于 800 hg * mL， 推断 其 
对 前 列 腺 癌 DU145、PC3 细胞 不 具有 抗 肿瘤 活性 。 进 一 步 对 桐 花 树 茎 95 多 乙醇 提取 物 进 行 
分 离 ， 并 选择 了 乙酸 乙 酯 茜 取 物 进行 多 种 肿瘤 细胞 的 抗 肿瘤 活性 筛选 ， 结 果 表明 EACS 对 
多 种 肿瘤 细胞 具有 一 定 增殖 抑制 作用 , 但 具有 一 定 的 选择 性 , 对 MHCC-97H、SMMC-7721、 
A549 细胞 增殖 无 明显 抑制 作用 。EACS 对 DU145、PC3 细胞 增殖 抑制 作用 比 桐 花 树 茎 95% 
乙醇 提取 物 小 , 表明 在 石油 醚 或 者 正 丁 醇 薪 取 物 中 具有 抗 肿瘤 作用 更 强 的 活性 成 分 , 应 进 一 
步 研究 桐 花 树 茎 石油 酸 、 正 丁 醇 茶 取 物 的 抗 肿瘤 活性 。MTS 实验 中 ，EACS 在 48、72 h 的 
干预 下 对 结肠 癌 COLO205 细胞 增殖 抑制 作用 最 强 ， 但 因 COLO205 是 半 悬 浮 细 胞 ， 不 利于 
进行 集落 形成 实验 ， 所 以 在 集落 形成 实验 中 选择 了 细胞 增殖 抑制 作用 仅 次 于 COLO205 的 
DLD-1 细胞 及 其 同一 肿瘤 系 的 HT-29 和 SW480; 此 外 还 选择 了 乙醇 提取 物 初 得 抗 肿瘤 活性 
的 前 列 腺 癌 DU145、PC3 细胞 。 
通过 对 红海 槛 、 秋 茄 、 水 黄 皮 、 桐 花 树 等 广西 4 种 红 树 植物 抗 肿瘤 活性 进行 筛选 研究 ， 
发 现 秋 若 、 水 黄 皮 、 桐 花 树 均 具 有 不 同 程度 的 抗 肿瘤 活性 ， 其 中 桐 花 树 的 抗 肿瘤 活性 最 强 。 
桐 花 树 乙醇 提取 物 的 细胞 增殖 实验 (MTS) 和 EACS 的 细胞 增殖 实验 及 集落 形成 实验 ， 说 
明 桐 花 树 具有 显著 的 抗 肿瘤 活性 ,并 为 进一步 明确 桐 花 树 的 抗 肿瘤 活性 部 位 ， 从 中 发 现 活性 
成 分 提供 了 基础 数据 。 后 期 可 以 该 抗 肿瘤 活性 筛选 实验 为 指导 , 针对 性 研究 具有 抗 肿瘤 活性 
红 树 植物 的 化 学 成 分 ， 以 期 发 现 结构 新 络 、 疗 效 显著 的 天 然 抗 肿瘤 药物 。 
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